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以前に，ヒト 5 番染色体を完全な形でもつ， human-mouse monochromosoma 1 hybr i d 




1) モノクロ一ナノレ抗体の作製: BG15 は， neomyc i n 耐性遺伝子pSV2 -neo を transfect 
した human embryo 1 ung由来の繊維芽細胞をコノレセミド処理して得られる microcell と，
mouse hepatoma cell , BNL 1 ME A. 7R. 1 (7R 1 )とを融合させるという方法
(microcell fusion 法)によって作製された細胞で， ヒト由来の染色体として 5 番染色体を単
独で持つ human-mouse monochromosoma 1 hybr i d である。 BG15 をサブクローニングし，
neomyc i n 耐性クローン BG 15-6 , BG 15-7 , BG 15-9 を得た。 BG 15-6 はヒト 5番染色体を完全
な形で含んでおり， BG15-7 およびBG 15-9 はその 1 部を欠失した状態で含んでおり， 前者は
-257-
5pter-q22 ，後者は 5pter-q23 を含んでいた。
乙のうちヒト 5 番染色体を完全な形で、持っている human-mouse monochromosoma 1 hyｭ
brid である BG 15-6 を Ba1 b/c mouse 皮下に免疫し，その spleen cell とマウス骨髄腫細胞株X63-
Ag8-6 , 5 , 3 とをポリエチレングリコールを用いて融合させ， hybr i doma を得た。 assay は
hybr i doma 培養上清を採取し， そこに含まれる抗体と， BG 15-6およびこれを作るもととなった
マウスの肝癌細胞 7RI との結合能を radioimmunoassay によって測定した(binding ass-
ay)o BG15-6 と結合し， 7 R I とは結合しないクローンを選別し，クローニングを繰り返して最
終的に 4 クローンの hybri doma を得た。 乙れらをBa1 b/c マウス腹腔内に注射し，常法にした
がって腹水を採取し，硫酸アンモニウム， DEAE-sepharose を用いて精製した。それぞれの抗体
を 2A10 ， 3H9 , 5G9 , 6G12 と命名した。また抗体のサブクラスはすべて IgG1 であった。
2) 抗原遺伝子の 5 番染色体上の部位: BG 15 をサブクローニングして得られた neomyci n 耐性
サブクローン BG 15-9, BG 15-7 を使用し，前述した binding assay を行った。 BG 15-9 は
5pter-q23, BG15-7 は 5pter-q22 とヒト 5 番染色体の 1 部を欠失した状態を含んで、いるため，
乙れらとの結合を調べる乙とによって抗原遺伝子の染色体上の座を限定した。 2A10 ， 3H9 , 6G 
12 は BG15-9 ， BG15-7 ともに結合した乙とから，その抗原遺伝子は 5pter-q22~と存在する乙と
が判明した。 5G9 は BG15-9~c結合し， BG 15-7 とは結合しなかった乙とから，その抗原遺伝子は
5 q 23 ~C存在する乙とが判明した。
3) 間接蛍光抗体法:スライドガラス上に接着培養した細胞を 3.5 Jぢホノレムアノレデヒドを用いて固
定した。 hybr i doma 培養上清または精製したモノクロ一ナノレ抗体を 1 次抗体とし， 蛍光標識した
抗マウス IgG抗体を 2 次抗体として染色した。 2A10 ， 3H9 , 6G12 は BG 15-6 の細胞膜を染色
した。
4) FACS(fluorescence activated cell sorter)を用いた 5 番染色体を持つ細胞の
選別: BG15-6 , 7RI をEDTAを用いて culture dish より回収し，それぞれ 10 7個ずつ混合し
た。乙れを前述の 6G12 を使って蛍光標識し， FACS を用いて細胞の選別を行った。 相対的な蛍光
強度によって細胞は大きく 2 群に分かれ，蛍光の強い群を P 群，弱い群をN群とした。両群の細胞を
10 cm d i shにそれぞれ 1 000 個ずつ培養し， 2 日後から neomyci n 500jlg/ml 存在下で 6 日
間選択培養を行い，細胞を固定後Gi emsa 染色によって染色し， コロニー数を測定した。
neomyc i n による選択を行った場合のコロニー数を行わなかった場合のコロニー数で除した値をコ
ロニ一陽性率(ヒト 5 番染色体陽性率)とすると， p群では 0.99 ， N群では 0.05 と P 群で高いコロ
ニ一陽性率を示した。乙のことから P 群を回収するととによって， neomyc i n 耐性遺伝子を組み込
んだヒト 5 番染色体を持つ細胞を選別し得る乙とが示された。
〔総括〕
1) ヒト染色体マーカー抗体として，ヒト 5 番染色体に特異的な細胞表面抗原に対するモノクロ一
ナノレ抗体 2A10 ， 3H9 , 5G9 , 6G12 を作製した。
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2) 得られたモノクローナル抗体のうち 1 2AI0 , 3H9 , 6G12 の認識する抗原遺伝子はヒト 5
番染色体短腕末端から長腕 q 22 までの聞に存在し， 5 G 9 の認識する抗原遺伝子は長腕上 q23に存在
することを示した。
3) 間接蛍光抗体法による染色像で， 2AI0 , 3H9 , 6G12 においては細胞膜にその抗原が存在
した。
4) モノクロ一ナノレ抗体 6G12 を用いて， F AC S ~L よりヒト 5 番染色体を持つ細胞を選別で=きる
ことを示した。
論文の審査結果の要旨
本研究は， human-mous e monochromosoma 1 hybr i d を利用することによって，ヒト 5
番染色体に特異的な細胞表面抗原に対するモノクロ一ナノレ抗体を作製し2 さらにヒト染色体マーカー
抗体として応用するために， FACS を利用してヒト 5 番染色体を持つ細胞の選別を行ったものであ
る。ヒト染色体マーカー抗体を作製する上で新しい方法であり，疾病の遺伝子変化の解析，診断を進
める上で意義深い。よって学位論文に値する。
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